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Uber den Cholinstoffwechsel 
1. Mitteilung 


Von 


Hans Miiller 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Januar 1940) 


Die von Strecker vor 75 Jahren aus der Galle gewonnene 
und daher Cholin benannte Verbindung gehért zu den im Tier- 
kérper besonders weit verbreiteten Stoffen. Cholin findet sich frei 
oder als Ester gebunden in fast allen Geweben. Am laingsten 
waren die zwei mit Phosphorsiure verbundenen Ester, das Lecithin 
und Sphingomyelin, bekannt. 1933 beschrieben Strack und Mit- 
arbeiter ein ,,lésliches Sphingomyelin“. Von einem wasserléslichen 
Cholinester der Sphingosinphosphorsaure berichteten dann Booth 
und Milroy (1935) und von 4hnlichen Verbindungen Smyth 
(1935), Inukai und Nakahara (1936). Einiges Aufsehen er- 
regte es, als 1929 Dale und Dudley aus Pferdemilz und 1930 
mit einem verbesserten Verfahren Kapfhammer, Grab und 
Bischoff aus Blut, Placenta und anderen Organen das pharma- 
kologisch so auBerordentlich wirksame Acetylcholin darstellten. 
Als dann Dale und Loewi diesen Acetylester mit dem Vagus- 
stoff gleichsetzten und auf die Bedeutung des Acetylcholins bei 
der Ubertragung von Nervenerregungen hinwiesen, erschien eine 
Unzahl von Arbeiten iiber diesen Cholinester. Dabei tauchte eine 
neue Bezeichnung auf, man sprach [Kahane und Lévy (1934), 
Booth (1935), Chang, Corteggiani, Gautrelet, Vincent] von 
einer ,maskierten* Form, von einem ,gebundenen* (,,combinée“) 
Cholin, aus dem das physiologisch wirksame, freie Acetylcholin bei 
Bedarf entsteht. Uber den chemischen Aufbau dieser ,,Vorstufe“ 
kann man noch keine sicheren Angaben machen, aber man 
erkannte immer deutlicher die weite Verbreitung der Cholin- 
abkémmlinge. 

Uber die Entstehung und Bildung des Cholins wissen wir 
trotzdem recht wenig. Nach der einen von den zwei bestehenden 
Hauptmeinungen soll das Cholin aus Kiwei8bausteinen oder deren 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 263 17 
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Abkémmlingen (Serin, Glykokoll, Betain), nach der anderen dure), 
Abspaltung aus Lecithin, das vorher aus Glykol, iiber Glykol. 
lecithin, Colaminlecithin (Kephalin) zu Cholinlecithin aufgebaut 
wurde, entstehen. Fiir die erste Anschauung fehlen iiberzeugende 
Beweise, fiir die zweite steht der Nachweis aus, daB der Aufbay 
des Lecithins tatsaichlich auf diesem Weg vor sich geht. Nach 
Kinspritzung gréBerer Mengen von Dimethylamino-, Monomethyl. 
amino- und Amino-athylalkohol konnten im Harn kaum mehr als 
Spuren von Cholin nachgewiesen werden’). In letzter Zeit be- 
obachteten nun Quastel, Tennenbaum und Wheatley (1936) 
sowie E. und E. Stedmann (1937) eine Acetylcholinbildung bej 
Einwirkung von Gehirnbrei und Eserin auf die Natriumsalze 
bestimmter organischer Saéuren. Da Cholin selbst unter diesen Be- 
dingungen zu keiner Acetylcholinzunahme fiihrte, kénnte man daraus 
noch weiter schlieBen, daB auBer diesen Natriumsalzen das Gehirn- 
gewebe fir die Cholinbildung von Bedeutung wire. Es liegen 
aber Beobachtungen vor, daB dies auch fiir die Nebennieren zu- 
treffen wiirde. Sie sind besonders reich an Cholin, das Blut der 
Nebennierenvenen ist cholinreicher als das des iibrigen Kérpers, 
und schlieBlich verringert ein- oder beiderseitige Nebennieren- 
entfernung das Serumcholin. Allerdings kénnen diese Befunde 
auch so ausgelegt werden, da8 in der Nebenniere lediglich ein 
Lecithinabbau stattfindet, zumal Nebennierenausziige besonders 
reich an Lecithasen sind. 

Nicht viel weiter sind unsere Kenntnisse iiber das Schick- 
sal des Cholins im Kérper. Schon bald wurde beobachtet, 
daB eingespritztes Cholin rasch aus dem Kreislauf verschwindet 
und daB es sich nicht im Kérper anhauft, sondern vermutlich 
verwendet wird (Lecithin-, Sphingomyelin-, Acetylcholinbildung, 
Ubergang in wasserlisliche Sphingomyeline, maskierte Formen usw): 
lediglich unmittelbar nach der Einspritzung von Acetylcholin 
findet sich eine voriibergehende Zunahme von Cholin in den 
Organen, besonders in den Nebennieren und im Pankreas?). Auch 
im Harn wurden Spuren von unverindertem Cholin angetroffen. 

Das Cholin kann Verinderungen durch Umbau und Abbau 
erleiden. Es ware denkbar, da8 durch Hydrolyse Glykol und durch 
anschlieBende Oxydation Glykolsiure, Glyoxalsiure, Oxalsiure ent- 
steht. Diese Siuren waren bisher nach Cholingaben iiberhaupt 
nicht oder wenigstens nicht vermehrt angetroffen worden. Immer- 
hin ware zu beachten, daB die Ausscheidung der Oxalsiure im 
Harn stark verzégert sein kann®). Der Stickstoffanteil kénnte bei 
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Uber den Cholinstoffwechsel 945 
der Hydrolyse als Trimethylamin oder bei Entmethylierung vor 
oder nach der Hydrolyse des Cholins als Dimethyl-, Monomethyl- 
amin, Ammoniak und Harnstoff auftreten. Aus den Methylgruppen 


ikgnnte sich Methanol und Ameisensaure bilden. Die Methylgruppen 
‘kgnnten aber auch zur Methylierung und Bildung anderer Ver- 


bindungen wie z.B. Adrenalin oder Kreatin herangezogen werden; 
ein Beweis fiir diese Anschauung wurde bisher nicht erbracht, 


fauch bei unseren Versuchen ergab sich kein Anhaltspunkt dafiir. 


Nach Lintzel*) ist im menschlichen Stoffwechsel eine hydro- 


ilytische Trimethylaminabspaltung aus Cholin unwahrscheinlich, 


da dieses Amin sonst als Trimethylaminoxyd im Harn erscheinen 
mibte. Diese Verbindung ist aber nicht vermehrt. Er halt aber 
eine Kntmethylierung vor der hydrolytischen Spaltung fiir méglich 


| (Kreatinbildung). Da bei unséren Versuchen keine Mono- und 


| Dimethylaminzunahme im Harn festzustellen war, ist auch dieser 


Weg unwahrscheinlich. SchlieBlich kann Cholin auf dem biologisch 


einfachsten Weg abgebaut werden, indem es durch Dehydrierung 
in Betainaldehyd und Betain iibergeht. Bei den Wirbellosen und 
den niederen Wirbeltieren ist Betain weit verbreitet; man trifft 


‘es dort als Muskelbestandteil und gelegentlich auch im Harn an. 
In letzter Zeit®) wurde Betain auch aus Leber und Lungen von 


Rindern dargestellt, nachdem es schon einige Jahre friiher aus 


‘dem Fruchtwasser des Menschen erhalten wurde®). Diese Befunde 


zwangen aber nicht zu der SchluBfolgerung, da8B zwischen Betain 
und dem Cholin ein Zusammenhang bestehen mub. Fr. und 


| M.L.C. Bernheim’) beobachteten bei Rattenleberschnitten auf 


Zusatz von Acetylcholin einen erhéhten Sauerstoffverbrauch, den 
sie einer Oxydation des Cholins zuschrieben. Mann und Quastel’) 
stellten fest, daB bei diesem Vorgang tatsichlich Betainaldehyd 


Fentsteht; fast gleichzeitig berichteten Bernheim und Webster”), 


daB bei p,, 6,6 Betainaldehyd (Bisulfitverbindung) und bei p,, 7,9 
Betain entsteht, und daf fiir diese Oxydation eine besondere 
Cholinoxydase verantwortlich ist. Uber das Verhalten des Betains 
im Tierkérper liegen fast nur Untersuchungen aus friiheren 
Jahren vor!®), Nach diesen erschien nach Verfiitterung oder Kin- 
spritzung von Betain ein Teil — beim Fleischfresser (Hund, 
Katze) mehr als beim Pflanzenfresser (Kaninchen) — unveriindert 
im Harn wieder. Beim Kaninchen war daneben auch Trimethyl- 
amin zu finden. Aus den Arbeiten der letzten Jahre ergeben 
sich folgende Feststellungen: Der an Hammel vertiitterte Betain-N 
erschien gréBtenteils als Harnstoff wieder"), ohne daB es zu einer 
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246 Hans Miller, 


Trimethylaminbildung kam. Auch beim Menschen entstand durch 
Abbau des Betains nicht dieses Amin‘). Dagegen gelang ¢ 
W. L. Davies!) beim Wiederkiiuer 14—43°/, des zugeftirtey 
Betain- und Cholin-N als Trimethylaminoxyd zu fassen, das bein 
Wiederkauer den Hauptteil der tertiiren N-haltigen Basen bildet 
Unveraindertes Betain fand er nie. Man sieht, daB Betain zum 
mindesten in kleineren Mengen abgebaut werden kann. Erst hej 
Darreichung gréBerer Gaben wird es auch unverdindert im Han 
anzutreffen sein. Dieses Verhalten ist bemerkenswert, da in 
allgemeinen methylierte Aminosiiuren, Betaine, nur schwer an. 
gegriffen werden. Méglicherweise besitzt das Glykokollbetain eine 
Sonderstellung und ist keine Stoffwechselschlacke, so daB es ge. 
wohnlich nicht im Harn anzutreffen ist. Wenn die Annahme 
richtig ist, daB Cholin im Stoffwechsel zu Betain oxydiert wird, 
es aber bisher trotzdem im Harn nicht angetroffen wurde, so mag 
dies daran liegen, da8 das im Zwischenstoffwechsel entstandene 
Betain sofort weiter abgebaut wird und nur deshalb nicht erscheint, 
Man hatte also nur dann Aussicht, das Betain als Zwischenstufe 
zu fassen, wenn das Cholin in solchen Mengen verabreicht wurde, 
daB nicht mehr die ganze aus ihm gebildete Betainmenge weiter 
verindert wurde. Tatsichlich gelang es uns unter diesen Be- 
dingungen bei Hunden nach Cholinverfiitterung im Harn Betain 
nachzuweisen und als Goldsalz darzustellen. Bei Kaninchen mib- 
lang der Versuch, wohl deswegen, weil diese Tiere die angewandten 
Cholinmengen im Gegensatz zum Hund nicht vertrugen. 


Wie steht es nun mit dem veresterten Cholin, z. B. Lecithin & 


und Acetylcholin? Acetylcholin kam wegen seiner hohen Wirk- 
samkeit fiir diese Untersuchungen nicht in Frage, zumal der Ester 
sehr leicht verseift wird. Fiitterungsversuche am Hund zeigten, 
daB aus dem Lecithinmolekiil zuerst das Cholin abgespalten wird 
und dann wie das unveresterte Cholin im Stoffwechsel abgebaut 
wird. Die fiir die Freisetzung des Cholins nétigen Esterasen, 
Cholinphosphatasen sind ja bekannt. Ob der umgekehrte enzy- 
matische Vorgang fiir den Aufbau des Lecithinmolekiils in Frage 


kommt, ist nicht bewiesen. Die Beobachtung, daB Tiere Phos- } 


phatide aufbauen kénnen, ist noch kein Beweis dafiir; ebensowenig 
die Feststellung von Best, da8 nach Cholinverfiitterung bei Ratten 
das Leberlecithin nicht zunimmt, da ja dieses auch ins Blut und 
in andere Organe abwandern kann. Fiir den oxydativen Abba 
des Cholins ist es also nétig, daB die alkoholische Gruppe u1- 
besetzt ist, oder falls ein Ester vorliegt, dieser vorher gespalten 
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Uber den Cholinstoffwechsel 947 


werden mub, Solange die alkoholische Gruppe besetzt ist, ist 
auch das Cholin vor diesem Abbau geschiitzt. 
In den eigenen Versuchen (Tab. I) gelang es bei dem einen 


| Hund (Braun), dem insgesamt 45,5 g salzsaures Cholin innerhalb 


12 Tage verfiittert wurde, aus dem Harn 18,8 mg salzsaures 


| Cholin = 0,04°/, der zugefiihrten Cholinmenge, 964,4 mg salzsaures 
'Betain (entsprechend 877 mg salzsaures Cholin) und 116,4 mg 


salzsaures Trimethylamin (= 170 mg salzsaures Cholin) zu gewinnen. 
Von den zugefiihrten 45500 mg waren demnach nur 1066 mg = 2,34°/, 


ides zugefiihrten salzsauren Cholins zu fassen; die restlichen 


97,66 °/, entzogen sich des Nachweises. — Bei dem anderen Hund 
(Dackel), dem insgesamt 55,0 g salzsaures Cholin innerhalb 7 Tagen 


‘yerfittert wurden, lieBen sich 3640 mg salzsaures Cholin = 6,6°/, 


der verfitterten Cholinmenge, 851 mg salzsaures Betain (= 774 mg 
salzsaures Cholin) und 1564 mg salzsaures Trimethylamin( = 2285 mg 


| salzsaures Cholin)gewinnen. Die als Cholin, Betain und'Trimethylamin 


erfaBten Mengen entsprechen 6699 mg salzsaures Cholin = 12,07°/, 


ides zugefiihrten Cholins; hier entzogen sich 87,9°/, des Nach- 


weises. Betainaldehyd wurde in beiden Fillen nicht gefaBt. Von 
den stickstoffhaltigen Bestandteilen des Harns waren auBer dem 


ferwihnten Trimethylamin, das iibrigens nicht erst bei der Auf- 


arbeitung entstanden war, nur noch das Ammoniak vermebhrt. 
Betain und Cholin spalteten bei der geiibten Aufarbeitungsweise 


‘kein Trimethylamin oder irgendeine andere fliichtige Base ab. 


Ks lieBe sich vielleicht der Einwand erheben, daB bei der Kost 


sder Tiere — sie erhielten nur Kartoffeln und Wasser — der 
Harn alkalisch reagiere und da8 daher die Trimethylaminabspaltung 
jherrihre. Bei der im Harn vorliegenden Wasserstoffionenkonzen- 
tration spaltet aber weder Cholin noch Betain Trimethylamin ab. 


— Bei einem dritten Hund (Schwarz) (Tab. II) wurde auch der 
Purin-N bestimmt; in diesem einen Fall war in der Haupt- 
versuchsreihe ein deutlicher Anstieg an Purin-N zu verzeichnen. 


Ich méchte aus diesem einmaligen Befund keine weiteren Schliisse 
Ziehen, Mono-, Dimethylamin, Harnstoff, Allantoin und Kreatinin 


zeigten keine Zunahme (Tab. Il). Trimethylaminoxyd war in 2 von 
3 Fallen auf praparativem Weg (Reineckat—Pikrat—Chlorid) nicht 
nachzuweisen. In dem 3. Fall (Hund 1939) gelang es, und die durch 
Reduktion bestimmte Menge betrug 915mg. Diesem Hund wurden 
20 g salssaures Cholin innerhalb 3 Tagen verfiittert (= 0,43 g Kérper- 
gewicht und Tag); das Cholin enthielt kein Trimethylamin. Auch 
die Ausscheidung des anorganischen P blieb unbeeinfluBt (Tab. II). 
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248 Hans Miller, 


Beim Dackel wurden die Gesamt-N-Werte iiber einen langere 
Zeitraum (35 Tage) verfolgt (Tab. IIIa). Dabei zeigte es sich, daj 
der N erst in der 2. Nachversuchsreihe (28.—35. Tag) auf die 
Héhe der Vorversuchsreihe absank. In der Hauptversuchsreih 
wurden von den zugefiihrten 5,5 g Cholin-N nur 4,36 ¢ an. 
geschieden; das deutet darauf hin, daB der Cholin-N nicht vol. 
stindig innerhalb der nachsten 24 Stunden ausgeschieden wird 
Werden die Werte der Hauptversuchsreihe mit denen der 1. Nach. 
versuchsreihe zusammengefaBt (36,24 g) und von ihnen der Mittel. 
wert der Cholin-freien Versuchsreihen (2 x 14,5 g N) abgezogen, « 
errechnet sich ein mehr von 7,24 g N oder nach Abrechnung der 
5,5 g Cholin-N von 1,74.N; diese N-Zunahme kann auf eine all. 
gemeine stoffwechselsteigernde Wirkung des Cholins zuriick. 
gefiihrt werden. 

Um einen Einblick in das Verhalten des gebundenen Cholins 
zu gewinnen, wurde den gleichen Hunden 850 g Lecithin( = 24,05 » 
salzsaures Cholin) an ,,Braun“ bzw. 700(= 19,81 g salzsaures Cholin 
an ,Schwarz“ zur Kartoffelkost verfiittert*) (Tab. I). Es enthielt 
ausgedriickt als salzsaures Cholin 0,004°/, freies und 2,83, ge. 
bundenes Cholin, ferner 1,98°/, salzsaures Colamin (berechnet au 
dem NH,-N), 0,625°/, Stickstoft und 1,78°/, Gesamtphosphor. 
Freies Trimethylamin lieB sich nicht nachweisen. 

Aus dem Harn von ,,Braun“ wurden 725 mg salzsaures Cholin 
und 2283 mg salzsaures Betain (= 2075 mg salzsaures Cholin) in 
Form ihrer Goldsalze und auBerdem 43 mg Trimethylamin 
(= 62,7 mg salzsaures Cholin) gewonnen. Von den mit dem 
Lecithin zugefiihrten 24 g Cholin lieBen sich insgesamt 11,89), 
als salzsaures Cholin umgerechnet nachweisen. 

Aus dem Harn von ,,Schwarz“ wurden 33 mg salzsaures 
Cholin, 338 mg salzsaures Betain (=307 mg salzsaures Cholin) 
und 3150 mg salzsaures Trimethylamin (= 4602 mg salzsaures 
Cholin) erhalten. Obwohl der Harn beim Stehen alkalisch ge- 
worden war, stimmen die Ergebnisse mit denen von Hund Bram 
iiberein. Das freie Trimethylamin hat dabei durch sekundire 
Bildung mengenmiaBig erheblich zugenommen. Mono-, Dimethyl- 
amin und Trimethylaminoxyd verhielten sich wie bei den Versuchen 
mit freiem Cholin. Die Amine waren nicht vermehrt; das Oxyd 
war bei einem Hund (Schwarz) weder bei der Aufarbeitung noch 


*) Fiir die freundliche Uberlassung dieses Sojalecithins danke ich dea 
Harburger Olwerken Brinckman uad Mergell, Hamburg-Harburg. 


mit 
(Brau 
| der ( 
sekre 
sieht 
direk 
der | 
3 vo 
gescl 
30°), 
(Tab. 
geno! 
ents¢ 
| direk 
| lauf 
Forn 
s0wo 
oxyd 
aldel 
Stoff 
Leeit 
shure 
Phos 
und 
und | 
Uber 
wert. 
wie | 
tung 
des 
zWwin. 
Chol 
erwa 
Ber: 
meth 
vorh 
Kin 


en 
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mit dem Reduktionsverfahren nachzuweisen, bei dem anderen 
(Braun) nur mit dem Reduktionsverfahren [190 mg (CH,),NO in 


der Gesamtmenge|. 


GréBere Cholingaben rufen Speichelflu8 hervor, wirken also 
sekretionsférdernd. Intravenése Gaben wirken diuretisch. Pal?) 
sieht die Wirkung auf die Speicheldriisen und die Niere als eine 
direkte an. Hamada'"‘) beobachtete dagegen eine Herabsetzung 
der Harnsekretion. In den vorliegenden Untersuchungen war bei 
3 von 4 beobachteten ,,Cholin“-Hunden (Tab. IIIa) die aus- 
geschiedene Harnmenge vermehrt [Braun um 8,7°/,, Dackel um 
30°/,, Hund (1939) um 99°/,] bei den beiden ,,Lecithin*-Hunden 
(Tab. IIIb) um 36 (Braun) und 90°/, (Schwarz) Da die auf- 
genommene Wassermenge nicht gemessen wurde, kann nicht 
entschieden werden, ob die vermehrte Harnausscheidung eine 
direkte oder indirekte Wirkung des Cholins ist. Aus dem Ver- 
lauf der Gewichtskurve l4Bt sich nichts aussagen. Auch das in 
Form von Melasse an Hammel verfiitterte Betain wirkt diuretisch. 

Aus den Fiitterungsversuchen am Hund geht hervor, dai 
sowohl das freie wie auch das im Lecithin gebundene Cholin 
oxydativ abgebaut werden kann; der Abbau fihrte iiber Betain- 
aldehyd zum Betain. Vermutlich ist aber Glykokollbetain keine 
Stoffwechselendstufe. Bevor die Oxydation einsetzen kann, mu8 
Lecithin verseift werden. Zumeist ist das Cholin an Phosphor- 
siure gebunden. Das von Beznak und Chain?) hergestellte 
Phosphorylcholin ist gegen Oxydationsmittel wie alkalisches KMnO, 
und gegen Hydrolyse recht widerstandsfahig; von Nieren-, Hirn- 
und Serumphosphatasen wird es leicht gespalten. Der beobachtete 
Ubergang des Cholins in Betain ist auch insofern bemerkens- 
wert, als dieses die gleiche Wirkung auf das Leberfett ausiibt, 
wie Cholin und Lecithin’. E. Kahane michte diese Beobach- 
tung von Best als einen indirekten Beweis fiir eine Reduktion 
des Betains zu Cholin ansehen. Die vorliegenden Ergebnisse 
zwingen nicht zu dieser SchluBfolgerung. Fir den Abbau des 
Cholins tiber die Zwischenstufe des Betains sprechen ferner die 
erwihnten Untersuchungen von Mann und Quastel®) und die von 
Bernheim und Webster®) an Leberschnitten. 

In allen Versuchen war die Ausscheidung von Mono- und Di- 
methylamin nicht vermehrt, ja sie waren iiberhaupt nur in Spuren 

vorhanden. Dies mag daher riihren, daB die Hunde schon lingere 
Zeit vor dem Versuchsbeginn nur mit Kartoffeln ernahrt wurden. 
Kin Absinken des Methylamins bei fleischfreier Kost wurde schon 
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beobachtet. Auch die Trimethylaminoxydausscheidung scheint yoy 
der Nahrung abhingig zu sein, da es auch in den Vorversuchs. 
reihen nicht angetroffen wurde. In allen Fallen waren aber dic 
(CH,),N-Ausscheidung vermehrt. Auf Ameisensiure wurde nicht 
gepriift. | 
Versuchsteil 

a) Allgemeiner Teil. Simtliche Hunde wurden vor Beginn des 
Versuchs einer Wurmkur unterzogen und dann auf reine Kartoffelkost ge- 
setzt; Wasser konnten sie nach Belieben zu sich nehmen. Die téglich 
gleiche Kartoffelmenge wurde in der Zeit vor Beginn der Vorversuchsreihe 
aus der freiwillig aufgenommenen Kartoffelmenge ermittelt; sie war gerade 
so groB, daB der Hund ohne zu hungern alles auffraB. Um bei der alkali 
schen Reaktion des Harns (Kartoffelkost) sekundire Zersetzungen zu ver. 
hindern, wurde der Harn in 10—20cem 20°/,iger H,SO, aufgefangen. Die 
Mengen wurden taéglich gesammelt und reihenweise aufgearbeitet. Bis dahin 
stand der Harn unter Toluol im Kiihlschrank. In der Hauptversuchsreihe 


erhielten die Hunde das salzsaure Cholin in eine leere Wursthaut gewickelt 
zum Fressen, das Lecithin unter die Kartoffeln gemengt. 


Aufarbeitung des Harns. Der gesammelte Harn wurde 
mit Barytwasser neutralisiert, im Vakuum auf 500—1000ccm 
eingeengt und darin der Ges.-N, NH,-N bzw. fliichtige Basen und 
in einigen Fallen auch der Harnstoff-?*), Allantoin-?4), Kreatinin-*) 
und Purin-N**) bestimmt; dann wurden im Vakuum bei 40—50' 
Wasserbadtemperatur unter Zutropfenlassen von Barytwasser bis 
zur phenolphthaleinalkalischen Reaktion die fliichtigen Basen iiber- 
destilliert und in 1/n-HCl aufgefangen; nachdem die aus der 
NH,-Bestimmung errechnete Siuremenge verbraucht war, wurde 
durch ZuflieBenlassen von 10°/, H,SO, die alkalische Reaktion 
im Kolben aufgehoben und Destillat und Kolbeninhalt getrennt 
weiter verarbeitet. 


Aufarbeiten des Kolbenriickstandes und der Rei- 
neckate. Der vom BaSO, abfiltrierte Kolbeninhalt wurde auf 
500 ccm gebracht. Ein bestimmter Teil wurde bei kongosaurer 
(H,SO,)-Reaktion mit 20°/,iger Reineckesaéure gefallt, iiber Nacht 
stehen gelassen und abfiltriert. Dies wurde so lange wiederholt, 
bis nichts mehr ausfiel. Das Reineckat (I) wurde nach dem von 
J. Kapfhammer und C. Bischoff angegebenen Verfahren’) mit 
m/25-Silbersulfat—Bariumchlorid zerlegt und auf 50 ccm eingeengt. 
Diese Lésung wurde so lange mit gesittigter waBriger Pikrin- 
siure versetzt, bis nichts mehr ausfiel. Die nach 24stiindigem 
Stehen im Kihlschrank abfiltrierten Pikrate wurden gesondert 
weiter verarbeitet (Trimethylaminoxyd). Zweckma®iger ist es, 
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Sauf Trimethylaminoxyd vor der Pikratfillung mit dem Reduk- 


tionsverfahren zu priifen und erst bei positivem Ausfall die Pi- 


ikratfallung anzuschlieBen. Das Filtrat der Pikratfaillung wurde 
) mit HCl kongosauer gemacht, ausgeithert und dann wieder mit 
Reineckesiure gefallt. Dieses Reineckat (II) wurde mit NH,OH 
5(1 Teil konzentrierte NH,OH und 9Teile Wasser)**) in einen 
NH,OH léslichen Anteil (Ila) (Betain, Kreatinin) und in einen 
NH,OH-unléslichen Riickstand (IIb) (Cholin) aufgeteilt. Ila wurde 
mit konzentrierter HCl kongosauer gemacht, wodurch ein Teil 
gelésten Reineckats wieder ausfiel; um die Fallung vollstandig 
izu gestalten, wurde noch weitere Reineckesiure zugesetzt. Beide 
'Reineckate, Ila und IIb, wurden getrennt nach dem oben an- 
Fvegebenen Verfahren mit Ag,SO,/BaCl, zerlegt und die Chloride 
‘fraktioniert mit Goldchlorid gefallt. Teilweise wurden auBerdem 
Pnoch die entsprechenden Pikrate hergestellt. Der Versuch, die 
faus dem Reineckat I erhaltenen Chloride zunichst mit absolutem 
Alkohol aufzuteilen, erwies sich als unzweckmaBig. Es war auch 
kein Vorteil, die Reineckate auf Grund ihrer Alkoholléslichkeit 
izu trennen, ein Verfahren, das. bei kleineren Mengen und bei der 


Trennung von Cholin—Colamin gute Dienste leistet. 


Aufarbeitung der fliichtigen Basen. Die Chloride der 


Hilichtigen Basen wurden bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 
und zunéchst mit alkohol- und wasserfreiem Chloroform und an- 
sschlieBend mit absolutem Alkohol erschépfend ausgezogen. Die 
FAbtrennung des Di- und Trimethylamin mit Hilfe des Chloro- 
iorms gelang gut; der alkohollésliche Anteil war stets mit Am- 


moniumchlorid verunreinigt, deshalb wurde die alkoholische Lé- 


sung wieder zur Trockne gebracht und von neuem mit absolutem 
| Alkohol ausgezogen. Dieses Verfahren wurde einige Male wieder- 


holt. Zun&échst wurden beide Anteile nach dem von H. Léffler’’) 


‘angegebenen Gaskammerverfahren untersucht. Zusitzlich wurde 


auf Trimethylamin mit Meyers Reagens*°) gepriift und es als 


 Trimethylaminquecksilberjodidsalz bestimmt. Schmelzpunkt (aus 


Alkohol umkrystallisiert 136°) und Krystallform (Nadeln) stimmten 
mit den bereits bekannten Eigenschaften iiberein. Teilweise wurde 
es auch in das Pikrat (Schmelzp.216% und Goldsalz (Schmelz- 
punkt 232—248 °) iibergefiihrt. Auf Monomethylamin wurde noch 
durch die Methylimidbestimmung nach Pregl gepriift. 


Trimethylaminoxyd. Trimethylaminoxyd fallt mit Reinecke- 
siure*1), und zwar, wie aus noch zu verdéffentlichenden Versuchen 
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iiber die Kigenschaften des Trimethylaminoxyd-Reineckates heryor. 
geht, bei kongosaurer Reaktion fast quantitativ, 1 Mol Trimethy). 
aminoxyd: 1 Mol Reineckesiure. Auf diese Weise wurde das Ty. 


methylaminoxyd angereichert; nach der Zerlegung des Reineckata 


konnte mit alkoholischer Pikrinsiure das sehr schwer ldéslich 
Trimethylaminoxydpikrat erhalten werden. Bei spiteren Ver. 
suchen wurde vor der Fillung mit alkoholischer Pikrinsiure 
nichst nach dem von F.A.Hoppe-Seyler?’) beschriebenen Re. 
duktionsverfahren Trimethylaminoxyd bestimmt und erst bei posi. 
tivem Nachweis die Fallung mit Pikrinsiure vorgenommen. Wi 
schon von Lintzel beobachtet wurde, gibt dieses Reduktion:. 
verfahren beim unvorbehandelten Harn keine guten Ergebnisse 


dagegen sind sie bei den aus dem Reineckat erhaltenen Lisunga 


einwandfrei. Die bei diesen Versuchen erhaltenen Pikrate wurde 
nach Uberfithrung in die Chloride — es handelte sich um kein 


einheitliches Pikrat — mit Goldchlorid fraktioniert gefallt. Dif 


Pikrate enthalten stets Kreatinin und Kalium. 


Bestimmung von Cholin im Lecithin. — Trennung 
des Cholins von Colamin. Das Lecithin (2—7g) wurk 
18 Stunden am Riickflubkiihler auf dem siedenden Wasserbai 
mit 75cem 10°/,iger HCl behandelt. Das eisgekiihlte Hydrolysat 
wurde vom Unldslichen abfiltriert und auf 50ccm eingeengt 
10 ccm dieser Liésung wurden mit 90ccm Wasser verdiinnt uni 
mit 50 ccm einer 50° warmen, 10°/, igen filtrierten Reineckesiur 


versetzt. Man laBt iiber Nacht stehen und filtriert ab. Obwollf 
die Fallung in verdinnter Lisung erfolgt, ist das Cholinreinecka 
mit wechselnden Mengen Colaminreineckat verunreinigt. Diese 
kann quantitativ abgetrennt werden, wenn das Rohreineckat sf 


lange mit warmem, absolutem Athylalkohol ausgewaschen wird, 
bis das Filtrat farblos ist. In Alkohol ist das Reineckat des 
Colamins verhiltnismaBig leicht, das des Cholins praktisch nicht 
léslich. Dieses Verfahren ist einfacher und fihrt rascher zum 
Ziel als die Abtrennung mit NH,OH, in dem Colaminreineckat 
ebenfalls léslich ist. Eine quantitative Fallung beider Basen mi 
Reineckesaéure ist unter diesen Bedingungen nicht méglich; das 
Verfahren eignet sich aber zur priparativen Abtrennung der 
beiden Amine. Das Cholinreineckat wird, zur Gewichtskonstaw 
im Exsiccator gebracht, gewogen. 


Berechnung: mg Cholin HCl = gef. mg Cholinreineckat x f (f = 0,33040), 
Angewandte Menge 20—100 mg Cholin HCl/10cem Lésung. 
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ervor. Tabelle I 
ethyl A. Cholinversuche 
s Tri. 
alich Verfiittert . Im Harn gefunden 
che 
Ver. Tier g salzsaures Cholin mg salzsaures 
€ Ges. Menge kg u. Tag} Cholin | Betain | (CH,),N 
Re. Kaninchen | 0,05 | 
Poe | Hund (braun) 45,5 | 0,186 18,8 964) _ 116,4 
| (877)x | (170)x 
tions. Dackel 55,0 0,610 3461,0y | 851 | 1271'y 
1792 | (774)2 | 2982 
inden (2285) x 
Kein B. Lecithinversuche 
Die 
Verfiittert Im Harn gefunden 
ung Tier g Lecithin (salzs. Cholin) mg salzsaures 
Mengelpro kg u.Tag] Cholin | Betain | (CH,)N 
Hand (braun) | 850 68 725 «9983 | 
eng (24)2 | (0,193) x (2075) x | (62,7) x 
| Hund (sehwarz)} 700 6,3 33 | 387,8 | 3150 
(19,8)@ | (0,177)x B07) (4602) x 
woh! i = entsprechend salzsaures Cholin 
2ckat | y = Wert der Hauptversuchsreihe 
1eses z= ,, ,, Naechversuchsreihe 
ut 
wird, 
des Tabelle II 
nicht mg Purin-, Allantoin-, Kreatinin-N und anorg. P-Ausscheidung 
Zul. nach Cholinzufubr 
ckat 
| Tl Tier | Versuchsreihe | Kreatinin- | Allantoin- 
das —— 
der Cholin Vor- 2676 141 
kant (schwarz) Haupt- 1635 121 
- Nach- 1590 90 
Cholin Vor- 3048 267 
45) (braun) Haupt- 2207 257 
3 Nach- 1642 220 
je 12 Tage 


° 


954 Hans Miller, 
Tabelle IIa 
Harnzunahme 
orversuchs- 
reihe eem gewicht veihe II g Umk 
Cholin Vor- | 5910 18 
(schwarz) Haupt- | 4830 19 450 Fe G 
Nach- 5460 17 
(je 12 Tage) 
Ende 17,5 
Cholin Vor- | 6120 20,9 : 
(braun) Haupt- | 6650 21,2 8,7 °/, 45,0 Te 
Nach- | 5520 19,7 
(je 12 Tage) 
19,3 
Dackel Vor-I 3870 | 15060] 13,2 
» | 4280 | 14500] 12,7 
Haupt- | 5580 | 18860] 128 30 °/, 55,0 fe 
Nach-I 5100 | 17380 12,4 a 
| 4190 | 14080] 11,9 Ber. 
12 Tage)| ef. 
nde 12,1 
Cholin Vor- 1045 99 °/, 20,0 
(Hund 1939) Haupt- 2130 y (olds 
Nach- 1100 
(je 3 Tage) 
Tabelle UIb 
Harnzunahme 
reihe gewicht | Vorversuchs- 
ccm reihe II gs 
Lecithin | Vor- I 1840 | 21,25 
(braun) 2736 20,0 
Haupt- 3720 21,0 
Nach- 2920 | 203 36°%o = 850 ¢ 
(je 6 Tage) Lecithin wede 
Ende 20,5 
Lecithin Vor- I 1120 19,0 
(schwarz) “ae 1848 18,0 19.8 
Haupt- 3510 19,0 90 700 
Nach- 1910 | 182 Lecithin 
(je 6 Tage) 
Ende 19,0 


= 
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Fiitterungsversuche 
A. Cholinversuche 


Hund ,, Braun“ 
Ia. Alkohol-ammoniaklésliches Reineckat. 192 mg Goldsalze: nach 


) Umkrystallisieren Schmelzp. 226°. 


Betaingoldsalz: 
Ber. C 13,13 H 2,65 N 3,08 Au 43,14 
Gef. ,, 12,85, 12,81 ,, 2,61, 2,56 ,, 3,10  ,, 45,39, 45,37. 


Ib. Alkoholléslich-ammoniakunlésliches Reineckat. 
59,8 mg 231° = umkryst. 251°; Cholin = « 


54,6 ,, 216° 
umkryst. 222°; Betain = 
m7... 209° 
a) Cholingoldsalz: 
Ber. C 13,54 H 3,18 N 3,16 Au 44,50 


Gef. ,, 13,35, 13,48 » 2,85, 2,95 » 318 » 45,09, 45,15. 
Betaingoldsalz: 


B Ber. C 13,18 H 2,65 N 3,08 Au 43,14 
Gef. ,, 13,29, 13,20. ,, 2,70, 2,71 ,, 2,96, 2,98 43,22, 43,20. 


Il. Alkoholunlésliches-ammoniaklésliches Reineckat. 
mg Schmelzp. in ° mg Schmelzp. in ° 


Goldsalze: 78,52 211 41,00 219 ] 
59,87 219 31,90 219 
88,24 290 40,56 oe 
55,12 219 20,00 219| (Betain) 
66,40 219 23,40 219, 
Betaingoldsalz: 


Ber. C 13,13 H2,65 N 3,08 Au 43,14 
Gef. ,, 13,36 » 43,49. 
Betainpikrat: Schmelzp. 183°. 


Il. Trimethylamin. Aus dem Cl,CH-Auszug wurden 781,5 mg (CH,)N 


| -HJ-HgJ,, Schmelzp. 132°, aus Athanol umkrystallisiert, Schmelzp. 137°, 


erhalten. 


Dackel 
Die aus den Vorversuchsreihen erhaltenen Goldsalzwerte stimmen 


» weder auf Cholin noch auf Betain. 


Hauptversuchsreihe: I. Ammoniaklésliches Reineckat. 


mg Schmelzp. in ° 
Goldsalze: 87,8 215 | 
| umkryst. 224° 
301,4 224 (Betain) 
174,8 220 | 
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Betaingoldsalz: 


C 13,13 
13,22, 13,19 


Ber. 
Gef. 


sich einheitlich als Cholingoldsalze. 


Hans Miiller, 


H 2,65 


2,00, 2,65 
I. Ammoniakunldsliches Reineckat. 10 Fraktionen Goldsalze erwiesen 


N 3,08 
» 3,03, 3,06 


Au 43,14 


Schmelzp. 247—248°. 


» 43,57, 43,46, 


Nachversuchsreihe I. Ammoniaklésliches Reineckat: weder Cholin noch 
Betaingoldsalze. 


Ammoniakunlésliches Reineckat: nur Cholinreineckat. 


In den weiteren Nachversuchsreihen lieB sich weder Cholin noch 
Betain in Form ihrer Goldsalze nachweisen. 


II. Trimethylamin. 


Versuchsreihe Vor- I | Vor- II | Haupt- | Nach- I | Nach- II 
mg (CH,),N-HJ,HgJ, | 20,5 15,0 | | 1812 | 180 
mg (CH,);NHC]. . . | 3,05 303 | 12735 | 2955 | 2,68 


*) Der Nachweis wurde auBerdem als Goldsalz (243°) und Pikrat (216° 


erbracht. 


B. Lecithinversuche 


Lecithin-Braun 


I. Ammoniaklésliches Reineckat. 


mg 

54,4 
129,35 
115,4 
205,3 


Betaingoldsalz: 


C 13,13 
», 13,26, 13,25 


Goldsalze: 


Ber. 
Gef. 


Il. Ammoniakunlésliches Reineckat. 
Schmelzp. in ° 


Goldsalze: 


Cholingoldsalz : 


C 13,54 
13,63, 13,64 


Ber. 
Gef. 


mg 
57,72 
125,80 
29,10 
41,30 


H 3,18 


» 3,12 


Schmelzp. in ° mg 
223 100,6 
221 86,0 
219 47,7 
222 
H 2,65 H 3,08 
» 2,69, 2,62 ,, 3,06, 3,06 


Schmelzp. in ° 


221 


991 | umkryst. 223° 
219 (Betain) 
Au 43,14 


» 43,14, 43,08. 


232 
935 | umkryst. 247° 
232 (Cholin) 
234 
N 3,16 Au 44,50 
» 3,11, 3,15 y, 44,35, 44,37. 


III. Trimethylamin. (CH,),N - HJ -HgJ, =287,7mg=42,9mg (CH,),N- HCl. 


I 


fan Hu 
Pikrat 
Hfreie v 


war au 
Anhalt 
herang 
war ke 
demna 
Moglic 
verfiig| 
fitteru 
thylam 
Tung ¢ 


a 
| 
| 
Ber 
¥ 
4 
Wal 
Gef. 
Gef. 


eh 


| 


3° 


Uber den Cholinstoffwechsel 


Lecithin-Schwarz 
1. Ammoniakalisches Reineckat. 
mg Schmelzp. in ° mg Schmelzp. in ° 


Goldsalze: 120,70 213 145,10 220 
107,85 212 80,70 220 | umkryst. 229 
296,05 212 59,20 224 (Betain) 
109,00 215 32,50 216 
Betaingoldsalz: 
Ber. C 13,13: H 2,65 N 3,08 Au 43,14 
Ammoniakunlésliches Reineckat. 
mg Schmelzp. in ° 
Goldsalze : 103,0 231  umkryst, 239° 
105,6 912,  (Cholin) = « 
78,7 227 
93.1 210 umkryst. 221° 
32,8  (Betain) = 6 
14,3 211 
a) Cholingoldsalz: 
C 18,54 N 3,16 Au 44,50 
Gef. 1364 3,11, 8,05 3,20 » 44,30, 44,36 
6) Betaingoldsalz: 
Ber. C 13,13 H 2,65 N 3,08 Au 43,14 
Gef. ,, 14,45, 14,42 » 3,00, 3,01 oo’ yk » 43,21, 43,20. 
Ill. Trimethylamin. (CH;);N-HCl: 3150 mg. 
Zusammenfassung. 


Bei Verfiitterung von salzsaurem Cholin und von Lecithin 


(an Hunde, die auf Kartoffelkost gehalten wurden, konnten aus 
edem Harn Cholin und Betain als Reineckate, Goldsalze oder als 
Pikrate erhalten werden. Daraus ergibt sich, daB der Hund das 
ifreie und veresterte Cholin oxydativ abbauen kann. RegelmaBig 


war auch der Trimethylamingehalt des Harns erhéht. Irgendwelche 
Anhaltspunkte, daB die Methylgruppen zum Kreatininaufbau 
herangezogen werden, ergaben sich nicht. In den meisten Fallen 
war kein oder nur wenig Trimethylaminoxyd zu finden. Es scheint 
demnach dieses nicht aus dem Cholinstoffwechsel zu stammen. 
Méglicherweise verhalt sich ein gewissermaBen im statu nascendi 
verfiigbares Trimethylamin im Kérper anders wie das durch Ver- 
fitterung zugefihrte. Da keine Zunahme des Mono- und Dime- 
thylamins beobachtet wurde, ist auch eine teilweise Entmethylie- 
rung des Cholins (Betains) vor seiner Abspaltung durch Hydrolyse 
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Hans Miiller, Uber den Cholinstoffwechsel 


unwahrscheinlich, Auf die Ausscheidung des anorganischen Pho. 
phors hat Cholin keinen Hinflub. | 
Cholin und Lecithin wirken bei der Mehrzahl der unter. 

suchten Tiere diuretisch. 


Forschungsgesellschaft und der Freiburger wissenschatt.— 


Diese Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutsche) 


lichen Gesellschaft durchgefiihrt. Fiir die Bereitstellung de 
Mittel danke ich bestens. 
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Uber den Abbau von Nucleotiden und Nucleinsauren 
jin Embryonalgeweben, Leber und Jensen-Sarkom von Ratten 
Von 


H. vy. Euler und B. SkarZyiski 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Januar 1940) 


| Versetzt man in Methylenblau-Versuchen nach Thunberg 
Heme von grdberen Partikeln befreite Suspension von Jensen- 
iSarkom mit Adenylsiure, so tritt eine rasche Entfirbung des 
iFarbstoffs ein. Kine Untersuchung von Adler und Euler?) 
that in Bestatigung friiherer Beobachtungen und Annahmen von 
‘Boyland und Boyland?) kirzlich gezeigt, daB beim genannten 
jEffekt Hypoxanthin als das eigentliche Dehydrierungssubstrat 
ifungiert. 

| Nicht nur Adenylsiure sondern eine ganze Reihe verwandter 
Substanzen, deren enzymatischer Abbau zu Hypoxanthin fiihren 
kann, verursachen in diesem Testsystem eine Entfirbung des 
pMethylenblaues. Es schien wiinschenswert, im AnschluB an die 
Sarkom-Studien dieses Instituts die Untersuchung von Adler und 
sEuler (a. a. 0.) auch auf normale Gewebe auszudehnen, um die 
fir Sarkomgewebe charakteristischen enzymatischen Vorginge an 
WNucleotiden und Nucleinsiuren festlegen zu kénnen. 

Zu solchen Versuchen lassen sich nur Gewebe heranziehen, 
welche Xanthindehydrase enthalten, denn die Dehydrierung von 
treigelegtem Hypoxanthin bzw. Xanthin dient in diesem Falle 
als Indicator der vorangehenden Spaltungen. Daher schieden 
Muskel und Gehirngewebe aus dem Bereich der Versuche aus. 
Lebergewebe enthilt, wie wir feststellten, die dem Tumorgewebe 
entsprechenden Mengen an Xanthindehydrase und Nucleosidasen. 
Andererseits bestehen, wie unten ausgefiihrt wird, zwischen beiden 
Geweben charakteristische Unterschiede. 


) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 138A, Nr. 26 (1939). 
*) Biochemic. J. 29, 1097 (1935). 
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960 H. v. Euler und B. SkarZyiiski, 


Die Versuche von Adler und Euler hatten gezeigt, dag 
auch Dinucleotide und Polynucleinsiuren von Jensen-Sarkon. 
extrakten rasch aufgespalten werden, d. h. daB das Tumorgewebe 
durch eine weitgehende Vollstindigkeit des nucleotidspaltende 
Enzymapparates ausgezeichnet ist, der auch quantitativ dem. 
jenigen anderer Gewebe iiberlegen sein diirfte. Edlbacher und 
Kutscher’) hatten bereits auf Grund von Versuchen iiber die 
Freilegung von anorganischem Phosphat aus zugesetzter Nuclein. 
siure einen besonderen Reichtum des Tumorgewebes an ,,Nucleo. 
phosphatasen“ festgestellt und diesen als Ausdruck gesteigerter 
Wachstumsvorginge betrachtet. Edlbacher und Koller‘) unter. 
suchten die Phosphatase-Wirkung der Tumoren in Zusammenhang 
mit dem Arginasegehalt derselben. Von anderen Gesichtspunkten 
ausgehend hatten Waldschmidt-Leitz und Mc Donald) die 
Phosphatasen der Tumorgewebe studiert und eine Abnahme de 
Phosphatase-Aktivitéat mit zunehmendem Alter und mit zunehmen- 
der Nekrosebildung beobachtet. 


Auf die Arginase-Studien von Edlbacher®) kénnen wir hie & 


nicht naher eingehen. Wahrend iiber die Proteinasen sowohl der 
Tumoren als der Embryonalgewebe ein reichliches experimentelles 
Material vorliegt, ist tiber die ,,Nucleasen“%) die enzymatische 
Nucleotid- und Nucleinséure-Spaltung in Tumoren und in rasch 
wachsenden Geweben sowie iiber die darin vorhandenen Nuclein- 


siuren selbst noch verhiltnismifig wenig bekannt. Der Nuclein- 


siure-Abbau in Sarkomen’), in den Embryonalgeweben und in 
der Leber bleibt nicht auf der Nucleotidstufe stehen, sondem 
geht bei den Adenin- und Guanin-haltigen Nucleosiden bis zur 
Harnsiure weiter. 

Versuchsmethodik 


Bei den Versuchen von Adler mit Jensen-Sarkomen wat 
der in der Latapiemiihle erhaltene Brei mit der gleichen Menge 
Wasser und etwas Sand griindlich zerrieben, 3 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen und dann 24 Stunden aus einer Cello- 
phanhiilse gegen flieBendes Wasser dialysiert worden. Durch 


3) Diese Z. 199, 200 (1931); 207, 1 (1932); vgl. auch Meyer u 
Voegtlin, Amer. J. Canc. 25, 780 (1935). 

*) Diese Z. 227, 99 (1934). 5) Diese Z. 219, 115 (1933). 

6) Edlbacher u. Merz, Diese Z. 171, 252 (1927). 

?) Vgl. den zusammenfassenden Bericht von Bredereck, Erg. Enzym- 
forsch. 7, 105 (1938); besonders die Arbeiten von Levene u. Mitarb., J. of 
Biol. Chem. 1911—1935. 
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Pz = 1,6. Die Ansitze enthielten: 


® pipettiert und erst nach dem Evakuieren mit dem Inhalt des 


;wendet, und zwar benutzten wir jedesmal soviel Substratlésung 
s als notwendig war, um etwas mehr als den zur Entfarbung der ein- 
gestellten Mb-Menge erforderlichen Wasserstoff zu liefern, wobei 
die Dehydrierung von Hypoxanthin zu Harnsiure als Wasserstoff- 
liefernde Reaktion zugrunde gelegt ist. Bei den Nucleinsiuren 
benutzten wir die Konzentration 6 mg je Kubikzentimeter. 


‘meter ausgefihrt nach der von Thorsten Teorell ’) an- 
gegebenen Methodik. 


der Entfarbungsdauer) durch Adenylsiure (Adenosin-5-phosphor- 
| Sure) = 100 gesetzt. Dies entspricht bei obiger Versuchsanordnung 


Kaninchenleber und Rattenembryonen erhaltenen Resultate mit 


Abbau von Nucleotiden u. Nucleinsiuren in Embryonalgeweben usw. 926] 


kurzes Zentrifugieren wurden die gréBeren Partikel entfernt, so 
daB eine fein disperse Suspension iibrig blieb. Auch wenn das 
Enzym 24 Stunden aus einer Kollodiumhiilse dialysiert wurde, 
trat der Adenylsdureeffekt unvermindert auf, insbesondere nach 
Jusatz von Mg- und Mn-Salzen. 

Unsere Versuche wurden zum gréBten Teil mit Praiparaten 
yon Rattenleber ausgefiihrt, einige mit Kaninchenleber und mit 
|Rattenembryonen. Wegen der Schwierigkeit, letzteres Material 
‘in geniigenden Mengen zu beschaffen, sind diese Versuche noch 
nicht beendet. 

Versuche mit der Thunberg-Methodik. Als Puffer be- 
nutzten wir Phosphatlésungen oder Veronal-Acetatpuffer von 


0,25 ml Enzymlésung x ml Substratlésung 
0,25 ml Pufferlésung (1,0 — x) ml Wasser 
0,50 ml Methylenblau 1 : 5000 


Methylenblau und Substrat wurden in das Einsatzréhrchen 


Thunbergrohres vermischt. 
Die Substrate wurden in Aquivalenten Konzentrationen ver- 


Phosphorséure-Bestimmungen wurden im Stufenphoto- 


Ergebnisse 
Wir haben die Entfarbungsgeschwindigkeit (reziproker Wert 


einer Entfairbungsdauer von 5—10 Minuten. 
Wir stellen in der folgenden Tabelle unsere mit Rattenleber, 


den friher von Adler und Euler gewonnenen zusammen, um 
unmittelbar die Unterschiede hinsichtlich der Wirkungen auf die 
verschiedenen Substrate hervortreten zu lassen. 


*) Biochem. Z. 230, 1 (1931). 
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962 H. v. Euler und B. SkarZyfiski, 
Entfirbungsgesch windigkeit 
Substrate | Kanin- | Ratten. 
chen- | embryo. 
Sarkom | leber | leber nen 
Adenosin-5-phosphorsiiure . . .. . 100 100 100 100 
Adenosin-5-phosphorsiiure + Mg . . 100 
Adenosintriphosphorsiiure . . .. . 95 10 62 
Adenosintriphosphorsiiure + Mg . . |... 
150 | 130 120 
Desamino-cozymase. ...... . 30 | 
Adenosin-3-phosphorsiiure . . . . 62 
20 
80 | 8 80 35 
Hefennucleinsture) ..... . 20 | 5? 
Pankreasnucleinsiure ...... . 20 | 5 
Pankreasnucleinsiiure + Mg... . | 20 | 
*) In Gegenwart von 2-10~* MgSO,. 
Keine Entfairbung trat ein mit folgenden Substraten: 
Jensen-Sarkom Rattenleber Kaninchenleber 
Adenin Adenin 
Ribose Guanin 
Harnsiiure 
Guanylsiure Guanylsiure Guanylsiure 
Thymindesoxyribosid Hefennucleinsiure 
Thymusnucleinsiure Pankreasnucleinsiure 


Wie in der Mitteilung von Adler und Euler betont, ist die 
Entfarbungsgeschwindigkeit der verschiedenen Substrate — mit 
Ausnahme des Adenosins und des Xanthins — begrenzt durch 
die Geschwindigkeit der hydrolytischen Vorginge, welche zur Frei- 
legung des Hypoxanthins fiihren; nur im Falle des Adenosins ist 
die Xanthindehydrase der geschwindigkeitsbegrenzende Faktor. 

Hinsichtlich der an verschiedenen Substraten durch Jensen- 
Sarkom erhaltenen Geschwindigkeiten verweisen wir auf die Mit- 
teilung von Adler und Euler. Wie dort betont, zeigen die Ver- 
suche, daB die rasche Inaktivierung der Cozymase durch Sarkon- 
gewebe in einer vollstandigen Aufspaltung des Dinucleotids uni 
anschlieBender Dehydrierung des gebildeten Hypoxanthins bestebt, 
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—— [fF wie schon Boyland auf Grund seiner Versuche mit unreinen 
Cozymasepriparaten angenommen hat. Die Tatsache, dab Des- 
ten- [A amino-cozymase mit der gleichen Geschwindigkeit Sauerstoff auf- 
Ty” Be nimmt wie Cozymase, zeigt wieder, daB nicht die Desaminierung, 
sondern die Aufspaltung der Phosphorsiure-esterbindungen die 
0 geschwindigkeitsbegrenzende Reaktion ist. Rattenleberenzyme 
irufen eine schnellere Mb-Entfairbung hervor als Sarkomenzyme. 
» Mit Lebergewebe verliuft die Entfirbung ebenso wie mit 
| Jensen-Sarkom am schnellsten mit Hypoxanthin und annihernd 
fmit der gleichen Geschwindigkeit mit Adenosin. Adenin bewirkt 
‘in keinem Fall eine Entfirbung. Diese Tatsache laBt den SchluB 
hu, daB in den verwendeten Enzympriparaten keine Adenase vor- 
ist. Die Desaminierung muB in einem friiheren Stadium 
0 [des Nucleotidabbaues erfolgen und wird wahrscheinlich durch die 
svon Gerhard Schmidt) entdeckte Adenylsiure-desaminase und 
Adenosin-desaminase bewirkt. Ob die Desaminierung schon an 
der Stelle der Adenylsiure erfolgt, oder erst im Stadium des 
Adenosins, 1iBt sich mit unserem Testsystem nicht eindeutig ent- 
scheiden. Die Tatsache, daB das Desaminierungsprodukt der 
Adenylsaure, namlich die Inosinsiure, eine viel langsamere Methylen- 
iblauentfarbung bewirkt, zeigt, daB die Desaminierung an der Stufe 
— des Adenosins bevorzugt ist und man kann den ganzen Verlauf 
er [Eder Reaktion folgendermafen formulieren: 


Adenylsiure—Adenosin—Inosin—Hypoxanthin. 


Im Gegensatz zur Muskeladenylsiure (Adenosin-5-phosphor- 
psiure) bewirkt die Hefenadenylsiure (Adenosin-3-phosphorsaure) 
sdurch Leber keine Entfirbung, wahrend Jensen-Sarkom eine 
igeringe Entfarbungsgeschwindigkeit ergab. DaB das Verhalten 
von Hefenadenylsiure zu Leberextrakten durch das Fehlen einer 
entsprechenden Nucleotidase verursacht ist, wurde bewiesen durch 
\Bestimmung der Phosphorsdureabspaltung. Dieselben dialysierten 
‘Rattenleberpraparate, die wir zu Dehydrierungsbestimmungen be- 
utzten, bewirkten zwar eine sehr rasche PO,-Abspaltung aus 
jedoch keine entsprechende PO,-Abspaltung 
jaus Hefenadenylsiure. Dieser Befund erscheint besonders be- 
merkenswert: erstens ist er ein Ausdruck fiir einen deutlichen 
Unterschied zwischen Sarkomgewebe und Lebergewebe, zweitens 
weist er deutlich auf die wiederholt diskutierte Spezifitat der 
Nucleotidasen hin. 


et, Diese Z. 208, 185 (1932). 
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Reis) fand im Gehirngewebe auBer einer Phosphatase, die 
unspezifisch viele Phosphorsiureester spaltet (darunter auch 
Hefennucleinsiure), eine spezifisch auf Adenosin-5-phosphorsiure 
eingestellte Phosphatase. Gulland und Jackson!} stellten auch 
fest, daB Retina ein spezifisches, nur Muskeladenylsaure spalten. 
des Enzym enthilt, welches jedoch seine Spezifitit nach de 
Dialyse verliert. N. B. Das) erhielt aus Darmschleimhaut, Niere' 
und Leber vom Schwein Enzympriaparate, die Adenosin-5-phos. 
phorsiure wie Adenosin-3-phosphorsiure in demselben Ausmaf 
spalteten und verneint auf Grund dieser Versuche die Spezifitit 
der Nucleotidasen beziiglich der Haftstelle der Phosphorsiure 
im Nucleotidmolekiil. 

Aus den oben beschriebenen Befunden geht jedoch die Existen; 
einer besonderen Nucleotidase eindeutig hervor. Sie scheint der 
von Reis beschriebenen Phosphatase ahnlich zu sein, denn auch 
in unseren Versuchen konnten wir keinen HinfluB von Mg anf 
die Geschwindigkeit der Spaltung der Muskeladenylsaure fest. 
stellen. Der Zusatz von Mg- und Mn-ion verandert auch nicht 
die Wirkungslosigkeit der Rattenleberpraparate gegeniiber Hefen- 
adenylsiure. Es ist auffallend, daB die Rattenleber zum Unter. 
schied von Jensen-Sarkomgewebe nur iiber diese Nucleotidase 
verfiigt. In Kaninchenleber scheint die Hefenadenylsiure spalt- 
bar zu sein, wenn auch viel langsamer als Muskeladenylsaure. Da 
aber. hier iiberhaupt das gesamte, an der Spaltung der Purin- 
nucleotide beteiligte Enzymsystem sehr wenig wirksam ist und bisher 
nur vereinzelte Versuche vorliegen, bleibt diese Teilfrage noch offen. 

Adenosin-triphosphorsaure wird durch Rattenleber-enzyme viel 
langsamer gespalten als durch die Enzympriparate aus Ratten- 
Sarkom. Magnesium- und Mangan-lonen beschleunigen die Spal- 
tung der Adenosin-triphosphorsiure, aber nach Aktivierung durch 
diese Ionen ist die relative Spaltungsgeschwindigkeit noch geringer 
als diejenige, die ohne Zusatz von Mg bei Benutzung der Sarkon- 
praparate beobachtet wurde. 

Gegen Guanylsiure sind sowohl die Sarkom- wie die Leber: 
enzyme unwirksam. Zu diesem Schlu8 fiihren sowohl die Versuche 


1%) Enzymologia (Nd.) 2, 110 (1937). 

11) Biochemic. J. 32, 597 (1938). 

12) Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 13 A, Nr. 7 (1938). 

18) Euler u. Brunius (Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, Nr. 40 (1927): 
Ber. chem. Ges. 60, 1584 (1927)] haben Nucleosidase aus Nieren gereinigt 


und an Adenosin gepriift. 
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i mit der Thunberg-Methode als die Bestimmung der PO,-Abspal- 
Stung; es fehlt also an einer spezifischen Guanylsiure-nucleotidase. 
Aber im Gegensatz zu den Versuchen mit Jensen-Sarkomen, 
Sin denen Adler und Euler eine glatte Spaltung von Guanosin und 
| Desaminierung von Guanin festgestellt hatten, bewirkt das Enzym- 
: system der Rattenleber keine Mb-Entfirbung mit Guanin. Der 
S Rattenleber fehlt also eine Guanase und von Guanosinase sind 
Spur kleine Mengen vorhanden. Dieser Befund weist auch auf 


‘eine Verschiedenheit der Guanin- und Guanosin-desaminierenden 


# Enzyme hin. Das dialysierte Priparat aus Kaninchenleber be- 
iwirkt keine Mb-Entfirbung mit Guanylsiure, jedoch eine ganz 
| deutliche Mb-Entfairbung mit Guanosin und Guanin. 


Von den drei untersuchten Nucleinsiuren wurde durch die 


Rattenleberpriparate nur Pankreasnucleinséure  gespalten. 
|Thymusnucleinsiure und Hefennucleinsiure werden durch das 
Enzymsystem der Rattenleber nicht angegriffen. Hierbei machten 


wir die auffallende Beobachtung, daB subminimale Mengen von 


 Muskeladenylsiure, Adenosin, Adenin und Hypoxanthin, die selbst 
| Mb nicht oder erst nach sehr langer Zeit entfirben, die Mb-Ent- 
firbung durch Pankreasnucleinsiure sehr deutlich beschleunigen. 
| Kine einfache Uberschlagsrechnung schlieBt die Méglichkeit einer 


Summierung der Effekte aus. Die Deutung dieser Tatsachen wird 
sich aus weiteren Versuchen ergeben, zu denen auch die Messung 


PO,-Abspaltung herangezogen werden soll. 


Aus unseren Versuchen ergibt sich, daB unter iibereinstim- 
menden Versuchsbedingungen (Thunberg-Methodik) das Jensen- 
Sarkom ein vollstindigeres Nucleinsaéure-spaltendes Enzymsystem 
enthilt als die Rattenleber. Man findet 


Reaktion Jensen-Sarkom | Rattenleber 
Hefeadenylsiure Hypoxanthin . . + 
uanosin 
Adenosintriphosphat-Spaltung . . 95 10 


In Riicksicht auf die in mancher Beziehung hervortretende 
Abnlichkeit zwischen Tumorgewebe und Embryonalgewebe haben 
wir auch Versuche mit Enzymextrakten aus Rattenembryonen 
durchgefiihrt. Es zeigte sich dabei, da8 aus noch nicht geklarten 
Griinden Extrakte aus Embryonen desselben Alters und der gleichen 
Darstellungsweise sich im Thunberg-Versuch ganz verschieden 
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verhalten, d.h. mit keinem der untersuchten Substrate eine Mb. 
Entfarbung bewirken. Vermutlich steht dies in Zusammenhang 
mit einem schwankenden Xanthindehydrasegehalt in jungey 
(6—10 Tagen alten) Rattenembryonen. VerhiltnismaBig schnel| 
wird Adenosintriphosphorsiure durch Embryonalextrakt gespalten, 

Bemerkenswert ist ferner, dab Extrakt von Rattenembryonen dic 
Fahigkeit besitzt, Guanylsiure zu spalten. Es scheint also, ak 
ob dieses Embryonalgewebe iiber ein noch vollstaindigeres Systen 
der Nucleinsdurespaltung verfiigt als Tumorgewebe. In diese 
Hinsicht sind natiirlich noch weitere Versuche notwendig. Da man 
annehmen muB, daB die Nucleinsiuren als mutmaBliche Bestani. 
teile der Gene an der Zellteilung beteiligt sind, ist die Kenntnis 
der in den schnell wachsenden Geweben vorkommenden enzy. 
matischen Systeme von wesentlichem Interesse. 

Die Untersuchung von Adler und Euler hatte das bemerkens. 
werte Resultat ergeben, daB die Nucleinsiuren vom Ribosetypus 
(Hefe- und Pankreas-Nucleinsiuren) bis zum Hypoxanthin abgebaut 
werden, nicht aber die Nucleinsiuren vom Desoxyribosetypus 
(Thymusnucleinsiuren). In dieser Hinsicht weichen die Enzyn. 
systeme der Leber und der Embryonen wesentlich von dem des 
Jensen-Sarkoms ab: Wir fanden, daB von ersteren weder Hefe- 
noch Pankreas-Nucleinsdiure abgegriffen wird. 


Zusammenfassung 
1. Mittels der Thunberg-Methodik wurde der Abbau von 
Nucleotiden und Nucleosiden durch Extrakte von Ratten- und 
Kaninchenleber sowie Rattenembryonen untersucht und wit 
friiheren Ergebnissen dieses Instituts') an Jensen-Sarkomen 
verglichen, 


2. Sowohl durch die Enzymsysteme der Leber- als der Sar- 
komextrakte tritt rasch Mb-Entfairbung ein mit den Sub-§ 


straten: Adenosin, Hypoxanthin und Muskeladenylsiure; tritt 
keine Entfairbung ein mit den Substraten: Adenin und Guanyl- 
saure. 


als Rattenleber. 
4, Extrakt aus Rattenembryonen spaltet auch Guanylsaure. 


8. Kaninchenleber verwertet Guanin und Guanosin besser si 
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Notiz tiber Bilirubin aus Menschengalle 


Von 


Herbert Libowitzky 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Februar 1940) 


Stercobilin ist der einzige bisher bekannte optisch aktive 


§ Gallenfarbstoff, und als seine Muttersubstanz kommt in erster 


) Linie Bilirubin in Frage, welches bei himolytischem Ikterus von 
'H. Fischer und H. Libowitzky') neben Stercobilin aus Faeces 


Fisoliert und als optisch inaktiv befunden worden war. Es war 
swinschenswert, diesen Befund auch an nicht -pathologischem 
§ Material zu erheben. Da in normalen Faeces Erwachsener Bili- 
Frubin héchstens in ganz geringer Menge vorkommt, wurde es 
snach den Angaben des amerikanischen Patents Nr. 21660737) aus 
imenschlicher Galle dargestellt. 


Dieses Bilirubin bildete, wie das seinerzeit aus pathologischen 


| Faeces erhaltene, rotorange gefairbte, schlecht ausgebildete, in 


| Pyridin, Chloroform und Chlorbenzol sehr schwer lésliche Kry- 
stalle. Auch die Analysenzahlen sind bei beiden Praparaten 


nahezu gleich und zeigen beide Male ein geringes Minus im 


} Kohlenstoffgehalt und ein kleines Plus im Stickstofigehalt gegen- 

Siiber der Theorie. Ein geringfiigiger Unterschied besteht im 

© Schmelzpunkt; das aus Faeces isolierte Praiparat zersetzt sich 
Bunter Dunkelfirbung ab 330° unter Zusammensintern, das aus 
s) Galle bei der gleichen Temperatur unter Aufschiumen. 


Zur naheren Kennzeichnung wurde auch dieses Priparat 
katalytisch zu Mesobilirubin hydriert, was unter Abianderung der 


| Aufarbeitung diesmal mit nahezu 60°/,iger Ausbeute zu krystalli- 
isiertem Mesobilirubin fihrte. Es gab mit Mesobilirubin aus 
© Rindergallensteinen keine Schmelzpunktsdepression und lieferte, 
Pyridin umkrystallisiert, richtige Analysenwerte. 


') Diese Z. 258, 256, 265 (1939). 
*) Von I. D. Porsche, E.F. Pike u. I. L. Gabby vom 1. Oktober 


51937. Herr Dr. Zerweck, I. G.-Werk Mainkur, hat auf dieses Patent 


| aufmerksam gemacht, und es sei ihm fiir seine Freundlichkeit gedankt. 
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Sowohl das Bilirubin als auch das Mesobilirubin waren beide 
optisch inaktiv. 

Ferner wurden 50mg des Bilirubins aus Menschengalle mit 
Natriumamalgam zu Mesobilirubinogen hydriert und dieses durch 
Schmelz- und Mischschmelzprobe identifiziert. 

Ks ist also auch das normale menschliche Bilirubin optise) 
inaktiv und identisch mit dem aus Rindergallensteinen und may 
wird zur Erklarung der optischen Aktivitét des Stercobilins ap. 
nehmen miissen, daB die Darmbakterien die in vitro so schwierige 
Hydrierung eines Pyrrolkerns mit groBer Leichtigkeit in gam 
spezifischer Weise vollbringen kénnen. Ob hierbei die Reaktion 
iiber Mesobilirubinogen als Zwischenprodukt, welches gleichfalls 
als Bestandteil normaler wie pathologischer Faeces nachgewiesen 
wurde?), geht oder nicht, ist vorliufig nicht zu entscheiden. 


Versuche 


1. Darstellung von Bilirubin aus Menschengalle. 1,7 Liter 
Menschengalle werden mit der gleichen Menge destillierten Wassers 
verdiinnt und unter kraftigem Riihren wird aus Calciumoxyd frisch 
bereitetes breiférmiges Calciumhydroxyd so lange zugegeben, bis 
die Mischung stindig stark alkalisch reagiert. Nach Stehen- 
lassen tiber Nacht wird filtriert und der Niederschlag i. V. iiber 
Calciumchlorid véllig getrocknet und darnach gepulvert. Aus- 
beute 120 g. 

Dieses Trockenpulver, welches aus den Calciumsalzen von 
Bilirubin und Gallensiuren sowie Calciumcarbonat und _ iiber- 
schiissigem Calciumhydroxyd besteht, wird unter kraftigem Riihren 
in 3/, Liter Chlorbenzol suspendiert und eine Mischung von 
200 ccm Hisessig und 200 ccm Chlorbenzol im Verlaufe einer 
halben Stunde einlaufen gelassen, wobei die Temperatur voriiber- 
gehend bis auf 40° ansteigt. Nach Abkihlung auf Zimmertemperatur 
wird abgesaugt, mit Chlorbenzol nachgewaschen und darnach die 
Chlorbenzollésung des Bilirubins aus einem 50° warmen Wasser- 
bad i. V. zur Trockne verdampft. Der braunlich schmierige, 
eigentiimlich riechende Riickstand wird mit 100 ccm Alkohol am 
RiickfluBkihler gekocht, wobei die Schmieren in Lésung gehen 
und das Rohbilirubin als rotbraunes Krystallpulver hinterbleibt. 
Nach Erkalten wird abgesaugt und mit Alkohol und Ather nach- 
gewaschen. Ausbeute 350 mg. 


1) H. Fischer u. H. Libowitzky, Diese Z. 258, 264 (1939). 
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Bis hierher folgt die Darstellung den Angaben des U.S.A. 
Patentes 2166073. 

Zur Reinigung werden die 350 mg Robprodukt in einem Liter 
Chlorbenzol auf dem siedenden Wasserbad gelést. Nach Erkalten 
yird von einem unléslichen bilirubinfreien schmierigen Riickstand 
labfiltriert und die Lésung im Scheidetrichter zweimal mit 200 ccm 
9n-Salzsiure durchgeschiittelt, danach mit einer Messerspitze 
Knochenkohle Kahlbaum z. A. geschiittelt, 1/, Liter Wasser zu- 
gesetzt, abermals durchgeschiittelt, von der Kohle abfiltriert und 
Inoch mehrmals mit Wasser gewaschen, bis auf der Trennungs- 
‘fiche Chlorbenzol—Wasser kein spinnwebartiger Belag mehr sicht- 


Sbar wird. 


Die Chlorbenzollésung des Bilirubins wird i. V. auf etwa 20 com 
leingeengt, wobei das Bilirubin in priachtig rotorange gefairbten 
'Prismen und Wetzsteinformen auskrystallisiert. Ausbeute 280 mg. 

Die qualitativen Proben auf Schwefel und Chlor sind negativ, 
doch hinterbleibt beim Lésen in n/10-Kalilauge eine Spur weiBen 
Riickstands. Zersetzungspunkt unter Schwarzfirbung und Gas- 
entwicklung bei etwa 330° (korr.). An der Lésung in Natronlauge 
war an der Grenze der Durchsichtigkeit keine optische Aktivitat 


festzustellen. Zur Analyse bei 90° i. Hochv. getrocknet. 


3,833 mg Subst.: 9,464 mg CO,, 2,004 mg H,O. — 3,889 mg Subst.: 
0,345 cem N, (24°, 729 mm). 


(584,32) Ber. C 67,77 H621 N 9,58 
Gef! ,, 67,34 ,, 595 ,, 9,82. 


2. Mesobilirubin aus Menschengallenbilirubin. 146 mg des Bili- 


srubins werden in 10 ccm n/10-KOH gelést, wobei ein geringer 


farbloser Riickstand hinterbleibt, und mit 1 ccm vorhydriertem 
kolloidalem 1°/,igem Palladiumkatalysator hydriert. Die Wasser- 
stoffaufnahme (berechnet fiir 2H, bei 717 mm 21° 13,05 ccm) ge- 
schieht rasch und leicht im Verlauf von 40 Minuten und geht 


.p ber die theoretische Menge hinaus dauernd weiter; sie betrug 


bei Unterbrechung nach weiteren 10 Minuten 13,7 ccm insgesamt. 
Nach dem negativen Ausfall der Ehrlichschen Reaktion war 
hierbei die Reduktion noch nicht bis zu Mesobilirubinogen fort- 


igeschritten. Die Reaktionsmischung wurde unter kraftigem Schiit- 
steln mit 1/, Liter Chloroform eben angesiiuert, wobei sich die 


Hydrierungsprodukte gréBtenteils mit hellgelber Farbe in diesem 


lésen. Nach Trennung im Scheidetrichter wird die waBrige 
Schicht zur Lésung von ausgeflocktem Farbstoff eben alkalisch 
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gemacht und das Ausschiitteln mit Liter Chloroform wiede. 
holt. Dann wird die wiBrige Schicht von ausgeflocktem Farbstot i 
und Katalysator abfiltriert und diese auf dem Filter noch zwe). 
mal mit wenig Chloroform ausgekocht, bis danach nur noch de fe 
schwarze Katalysator hinterbleibt. : 

Die vereinigten Chloroformlésungen werden mit Wasser zwei. 
mal gewaschen, filtriert und in teilweisem Vakuum auf 2 cen fe 
eingeengt. Es krystallisieren 65 mg Mesobilirubin, Schmelzpunk fe 
gegen 300° unter Zersetzung. Aus den Mutterlaugen werden durch B 
Einengen, bis ein dicker Lack hinterbleibt, und Zusetzen von 2 ccn 
siedendem Methanol noch weitere 20 mg krystallisierter gelb. B¥mé 
brauner Farbstoff erhalten. : 

Die erste Fraktion wurde aus Pyridin umkrystallisiert, wobei § 
ein Verlust von 15 mg eintrat. Nach Dunkelfirbung bei 300' 
zeigt das Produkt den Schmelzp. 305°. Zur Analyse wurde bei 
55° i. Hochy. getrocknet. 

4,398 mg Subst.: 10,807 mg CO,, 2,474 mg H,O. — 3,180, 3,569 my & 
Subst.: 0,287 (21°, 728 mm), 0,322 (21°, 715 mm) cem N,. 

C,3H,,0.N, (588,32) Ber. C 67,31 H685 N 9,52 

Gef. ,, 67,02 », 6,29 », 10,04, 9,86. 

In einer Konzentration von 390 mg/100 ccm Pyridin wurde 
keine optische Aktivitat festgestellt. 

3. Mesobilirubinogen aus Menschengallenbilirubin. 50 mg Bili- 
rubin wurden in 5 ccm n/10-KOH mit 1 g 5°/, igem Natriun- 
amalgam bis zur Entfarbung geschiittelt (etwa eine Stunde) und By 
in bekannter Weise!) auf Mesobilirubinogen weiterverarbeitet. 
Interessanterweise gab auch dieses sehr reine Bilirubin den ,,Kor- BF 
per II“, hier eine hellbraun gefirbte, amorphe Substanz mit intensiv 
positiver Ehrlichscher Reaktion. Seine Menge betrug mit 15 mg § 
rund 3/, des Bilirubins und in gleicher Menge wurde ,,K6rper II* 
von der gleichen Beschaffenheit auch aus einem Priparat von 
Reinbilirubin aus Rindergallensteinen erhalten. 

Es resultierten schlieBlich 6 mg reinste erste Fraktion von By ’'~ 
dem in kleiner Menge schwierig zu handhabenden Mesobilirubinogen. BY*'"* 
Thr Schmelzpunkt lag bei 204° (korr.). Als zweite Fraktion wurden a P 


noch 11 mg vom Schmelzp. 191—194° erhalten. Beide Priparate BF. 

gaben mit Mesobilirubinogen aus Rindergallensteinen (Schmelz- Bilire 

punkt 198 — 200°) keine Mischschmelzpunktsdepression und hatten 

die bekannte charakteristische Krystallform. tes 


1) H. Fischer, Diese Z. 78, 210 (1911). Pwerde 
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lieder. 4. Darstellung von Bilirubin aus Rindergallensteinen. 5,5 g fein 
rbstof i igep pulverte Gallensteine werden mehrmals mit siedendem Wasser 
ZWei- ausgekocht (Verlust 1,1 g). Der Riickstand wird nach Trocknen mit 
h der 9 Ather (Verlust 0,5 g) und danach mit Alkohol (Verlust 0,3 g) extra- 
Phiert. jeweils 6—8 Stunden. Die 3,8 g Riick- 
zWei- Mestand werden in der Hiilse mit siedendem Chlorbenzol (ca. 60 ccm) 
2 ccm Meextrahiert. Hierbei geht Bilirubin anfangs sehr rasch, nach einer 
punk Stunde merklich langsamer in Lésung. Bald beginnt Aus- 
durch pscheidung eines Niederschlags im siedenden Chlorbenzol. Nach 
2 con Bzwei Stunden wird die Extraktion unterbrochen, von Ausgefallenem 
gelb- Bemoglichst hei® abgesaugt und auf etwa 20 ccm eingeengt. Es kry- 
Pstallisieren 0,45 g Roh-Bilirubin I. Es wird nochmals mit sieden- 
wobei Bedem Chlorbenzol Siedep. 132° extrahiert und analysiert. 
300" 3,936 mg Subst.: 9,732 mg CO,, 2,099 mg H,O. — 4,028 mg Subst.: 
€ bei 90,346 cem N, (28°, 726 mm). 
‘ Ber. C 67,77 H 6,21 N 9,58 
Gef. ,, 67,48 » 5,97 9,00. 
Der in siedendem Chlorbenzol unlésliche Anteil ist gelbbraun 
gefirbt, enthalt jedoch nur wenig Bilirubin und wurde nicht weiter 


69 mg 


6. euntersucht. 
rurde Der Hiilsenriickstand wird nach Trocknung kalt mit 4 n-Salz- 
Msiure verrieben, wobei unter Aufschiumen eine Menge Sub- 
Bil. @estanz in Lésung geht, abgesaugt und nochmals diese Behandlung 
ium. Darauf wird der Riickstand portionsweise in '/, Liter 
un @eeiedendes Wasser eingeriihrt, filtriert, siurefrei gewaschen und 
eitet, Mucetrocknet und nochmals gepulvert. Verlust etwa 1,25 g (kein Farb- 
Kor. pestoff). Extraktion mit siedendem Chlorbenzol ergibt weitere 0,5 
snsiv @eeoh-Bilirubin IT und 0,3 g Hiilsenriickstand. Letzterer stellt eine 
5 mg peselbbraune Masse dar, die beim Lésen in n/2-KOH viel weifen 
hinterlaBt. Die alkalische Lésung farbt sich sehr viel 
yon @22scher griin als die des Reinbilirubins. 

Die so dargestellten Bilirubinpriparate sind chlorfrei. Posi- 
von Weve Pentdyopentreaktion zeigt ganz schwach nur der Alkohol- 
gen. lextrakt, aus dem beim Stehen sehr wenig Bilirubin ausfallt. 
rden Zusammenfassend: Entsprechend den Angaben des Patentes 
rate est Chlorbenzol sehr gut brauchbar zur raschen Darstellung von 
elz- @euirubin. Es ist lediglich zu beachten, es villig unnétig und 
tten evielleicht auch schidlich ist, linger als 2—3 Stunden zu extra- 


I eren, wobei einerseits inshesondere auch auf den héheren Siede- 
Ipunkt des Chlorbenzols gegentiber dem Chloroform hingewiesen 
Mverden mu8, andererseits auf seine gréBere Indifferenz. 
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Uber das Auftreten von d-Peptidase im Serum 
als Abwehrreaktion 
(Vorliufige Mitteilung) 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz, Karl Mayer und Rudolf Hatschek 
Mit 2 Figuren auf Tafel II 


(Aus dem Institut fiir Allgemeine und Pharmazeutische Chemie 
der Deutschen Karls-Universitét in Prag) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Februar 1940) 


Vor kurzem haben wir dariiber berichtet'), daB im Serun| % 
Geschwulstkranker im Gegensatz zu normalem sich d-Peptidase| © 
finden, also Enzyme, welche Peptide und Peptidester mit der} | 
d-Reihe angehérenden Aminosiuren als Baustein zu spalten ver-| 
mégen. Jene erste Feststellung, die nur an einigen racemischen| 
Peptiden getroffen war, hat inzwischen eine vielfache Bestitigun:| 
an einer Reihe anderer racemischer Substrate und an den reinea} | 
Antipoden der Peptide erfabren: die reinen d-Peptide werden nu} 7 
durch Carcinomserum zerlegt. Hieriiber werden wir demniichst| 


im Zusammenhange berichten. 


Es war die Frage gestellt, ob diese d-Peptidasen etwa ,,den| 7 
Zerfall der Carcinomzellen selbst entstammen oder ob sie Abwebr.| | 
fermente des Organismus ... darstellen“*). Zu dieser Frage kénneu| | 
wir heute Stellung nehmen. Es gelingt im Tierversuch, an de) 3 
Ratte, durch intravenése Injektion racemischer Peptide| 
das Auftreten beachtlicher Mengen von d-Peptidase im Serun| — 
kiinstlich hervorzurufen. Der Organismus beantwortet also i1| | 
diesem Falle das Eindringen von EKiweiBabbauprodukten unnatiir-| 
licher Konfiguration mit der Ausbildung von Enzymen mit new-| 
artiger Wirkung zu deren Abbau; denn normales Rattenseru| 
zeigt keinerlei Wirkung gegeniiber d-Peptiden. Es ware zu priifen} | 
ob auch im Harn, wie es nach den Untersuchungen von E. Abder-| 
halden*) tiber Abwehrfermente bei Carcinom anzunehmen wire} 


in solchen Fallen d-Peptidasen ausgeschieden werden. 


) E, Waldschmidt-Leitz u. K. Mayer, Diese Z. 262, IV (193!) 


2) a. a. O., und zwar S. V. 
8) Vgl. dazu Ergebnisse der Enzymforschung 6, 189ff. (1937). 
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» Uber das Auftreten yon d-Peptidase im Serum 
als Abwehrreaktion". (Seite I) 
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Uber das Auftreten von d-Peptidase im Serum als Abwehrreaktion [J] 


‘Mit dieser Feststellung steht ein Versuch in Kinklang, dab 
ei der Pinselung von Mausen mit Benzpyren durch fortlaufende 
Unjektion von racemischem Peptid die Entstehung von Carcinom 
weitgehend gehemmt oder verhindert werden kann. Die beigefiigten 
Figuren (Tafel injizierter und nicht injizierter, also nur 
‘‘gepinselter Tiere geben eine Anschauung von den zu beobach- 
tenden Unterschieden: wihrend die nicht behandelten Tiere nach 
i 30 Tagen eine starke Schuppung der Haut und durchwegs starke 
zeigten, trat bei den mit Peptid behandelten keine 


Gewichtsabnahme und kaum eine Hautreaktion auf, die Riicken- 
haare wuchsen wieder nach. So hat es den Anschein, daB die 
frihzeitige Bildung von Abwehrfermenten, wie sie die Injektion 
‘yracemischen Peptids hervorruft, die Entwicklung des Carcinoms 
beim Tier, wenigstens die des Benzpyrencarcinoms, hintanzuhalten 
‘vermag. Uber die Tragweite dieser erstmaligen Beobachtung laBt 
sich noch nichts aussagen. Aber wir haben es unternommen, sie 
' in gréBeren Versuchsreihen nachzupriifen und die Versuche auf 
jandere tierische Carcinome und Sarkome auszudehnen. 


Versuch 1 


i 
y d-Peptidasewirkung im Serum nach Injektion von racemischem 
é i Peptad. 4 Ratten wurde insgesamt 12 mal, und zwar an jedem 
eweiten Tag, 1,0 ccm einer 3°/, igen Lisung von d,l-Valyl-glycin 
: in physiologischer Kochsalzlésung in die Schwanzvene injiziert. 
Am Tage nach der 12. Injektion wurden die Tiere in niichternem 
Zustand getétet und die Priifung auf d-Peptidase im Serum mit 
' d-Leucyl-diglycin als Substrat vorgenommen. Den Vergleich der 
 Wirksamkeit mit der normalen Rattenserums geben wir nach- 
‘stehend tabellarisch wieder. 


Tabelle 1 


[ o— 1,0 cem einer Lésung von 0,490 g d-Leucyl-diglycin in 10 ecm H,O 
+ 0,5 cem Serum + 0,5 com H,O; pq = 7,0, 30°; Acidititszuwachs bestimmt ) 
in alkoholischer Lésung in der Analysenprobe von 0,5 ccm des Ansatzes]} 


Acid.-zuw. (ccm 0,01n)| Spaltung in °, 
n. 6Std. | n. 12 Std. | n. 6 Std. |n. 12 Std. 


Gepriiftes Serum 


| Unbehandelte Ratte 1... 0,0 0,0 0 0 
0,0 0,0 0 0 
i Behandelte Ratte 1... 1,2 1,6 24 32 


Ausgefiihrt nach W.Grassmann u. W. Heyde, Diese Z. 183, 32 (1929). 
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